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В настоящее время одной из перспективных стратегий 
повышения эффективности действия лекарственных 

препаратов является создание их новых форм с применени-
ем методов микрокапсулирования. Ниосомы – это стабиль-
ные микроскопические везикулы, образованные одной или 
несколькими бислойными мембранами различного состава. 
Широкое применение неионных поверхностно-активных ве-
ществ и липидов в конструировании подобных систем обу-
словлено их биосовместимостью, способностью к биодегра-

дации, а также низкой токсичностью [1, 2]. Раз работка анти-
фунгальных ниосомальных гелей может позволить снизить 
токсические эффекты при их применении, уменьшить опти-
мальную дозу препарата, а также обеспечить пролонгиро-
ванное действие лекарственной субстанции в составе нио-
сом [3]. Снижение проявлений системной токсичности при 
использовании ниосомальных форм связано в первую оче-
редь с уменьшением пиковой концентрации действующего 
вещества в крови за счет медленного высвобождения ин-
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капсулята из ниосом вследствие диффузии через мембрану 
микровезикул и их деструкции под воздействием фермен-
тов организма. Ранее нами сообщалось об оптимизации 
технологии получения и стабилизации новой анионной по-
лиэтиленгликоль (ПЭГ)-содержащей ниосомальной формы 
доксорубицина и оценке физико-химических свойств полу-
ченного ниосомального препарата [4, 5]. 

Целью нашего исследования явилось изучение физичес-
ких свойств, фармакокинетики и антифунгального дейст-
вия опытных образцов ниосомальных противогрибковых 
препаратов.

Материалы и методы 

Получение ниосом и инкапсулирование в них противо-
грибковых препаратов проводилось по оригинальной техно-
логии [5–11]. Для создания оболочки использовался ПЭГ-12 
Диметикон. При конструировании антифунгального ниосо-
мального геля отрабатывалась также технология серебре-
ния ниосом. Для серебрения ниосом использовали 1М рас-
твор AgNO3. Серебро восстанавливали в реакции по следую-
щей формуле:

Cu + 2AgNO3 → 2Ag + Cu(NO3)2. 
Для этого реакцию восстановления проводили в хими-

чески чистой медной посуде. После образования на стенках 
медной чашки белого налета остатки жидкости сливали и 
добавляли суспензию ниосом. Сорбция серебра на ниосомы 
проходила при ультразвуковой обработке реакционной 
смеси. Режим озвучивания: частота – 20 кГц, мощность – 
200 Вт, экспозиция – 10–15 мин.

Пробоподготовку для изучения физических характери-
стик опытных образцов ниосомальных противогрибковых 
препаратов проводили следующим образом: предваритель-
но подготовленные образцы (чистые ниосомы с инкапсу-
лированными противогрибковыми препаратами) растворяли 
в этаноле, после чего перемешивали до полного растворе-
ния и наносили в виде нескольких капель на свежесколотую 
слюдяную пластину, после чего ее сушили при комнатной 
температуре в течение 1 ч. 

В качестве антифунгальных веществ использовали три 
препарата: 1) амфотерицин В – противогрибковый антибио-
тик из группы полиенов, продуцируемый грибом Strepto-
myces nodosus; 2) итраконазол – производное вещество 
триазола, противогрибковое средство широкого спектра 
действия, активное в отношении дерматофитов, дрожжевых 
и плесневых грибов и 3) флуконазол (дифлюкам) – антифун-
гальный препарат 3-го поколения, производный триазола, 
активный против различных видов грибов, особенно при 
системных микозах. 

Методом высокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии (ВЖХ) проводился количественный анализ содержания 
в крови антифунгальных веществ при трансдермальном 
при менении ниосомальных гелей с антимикотиками. Опреде-
ление антифунгальных препаратов в сыворотке крови экс-
периментальных животных проводили следующим образом. 

1) Для определения концентрации амфотерицина В 
к 200 мл сыворотки добавляли 800 мл смеси метанол/вода 
(2:1 v/v). Смесь вортексировали 1 мин и центрифугировали 
10 мин при 4500 об/мин. Супернатант фильтровали через 

микрофильтр PVDF (размер пор 220 нм). Использовали ко-
лонку С18 150 × 2,1, подвижная фаза 0,01М ЭДТА в воде, 
рН 5,0 : ацетонитрил в пропорции 60 : 40, время выхода ам-
фотерицина В составило 5,40 ± 0,05 мин. 

2) При определении содержания итраконазола 400 мкл 
сыворотки смешивали с 40 мкл водного раствора ZnSO4 
(20% w/v) (для осаждения белков) и 400 мкл ацетонитрила. 
Смесь вортексировали 10 сек и центрифугировали при 9300 g 
в течение 5 мин. Супернатант фильтровали через микро-
фильтр PVDF (размер пор 220 нм). Использовали колонку 
С18 150 × 2,1, подвижная фаза 0,2% триэтиламин в воде, 
рН 3,0 фосфорная кислота: ацетонитрил в пропорции 40 : 60, 
время выхода итраконазола составило 6,751 мин. 

3) Для определения концентрации флуконазола к 200 мкл 
сыворотки добавляли 5 мкл изопропилового спирта, смесь 
вор тексировали. К раствору добавляли 20 мкл 0,1 М NaOH, 
смесь вортексировали. В последующем добавляли 1 мл дих-
лорметана, водный слой удаляли, органический упаривали 
в токе аргона, остаток растворяли в 1000 мкл подвижной 
фазы (ацетонитрил: вода 22 : 78 по объему) и фильтрова-
ли через мик рофильтр PVDF (размер пор 220 нм). Исполь-
зовали колонку С18 150 × 2,1, подвижная фаза вода: ацето-
нитрил в пропорции 78 : 22, время выхода флуконазола со-
ставило 3,347 мин.

Исследование антифунгальной активности ниосомаль-
ного геля с антибактериальными препаратами осуществля-
ли диско-диффузионным методом (ДДМ) при изучении 
чувст вительности к ним Candida albicans. Предварительно 
пропитывали бумажные диски ниосомальным гелем с анти-
фунгальными препаратами. Затем их наносили на агаро-
вую чашку Петри с грибами, предварительно подрощенны-
ми сплошным поверхностным слоем. Испытание с каждой 
культурой производили параллельно на трех чашках. 
Засеянные чашки оставляли при комнатной температуре 
на 1–2 ч, а затем на 16–18 ч помещали в термостат при 
36 ± 1°С вверх дном, чтобы избежать попадания конденса-
та на поверхность посевов. Ниосомальный гель диффунди-
ровал в агар, формируя вокруг диска зону лизиса (угнете-
ния роста) чувствительных к нему грибов Candida albicans, 
четко выделяющуюся на фоне сплошного роста грибов. 
Величина зоны лизиса определяла степень чувствитель-
ности Candida albicans к исследуемому препарату. Размер 
зон лизиса производили с помощью миллиметровой бума-
ги с точностью до 0,1 мм. Степень чувствительности Can-
dida albicans к препаратам в зависимости от диаметра зоны 
лизиса определяли следующим образом: менее 10 мм – 
слабая чувствительность; 10 мм – умеренная чувст витель-
ность; более 10 мм – высокая чувствительность. Иссле-
довали антифунгальную активность четырех доз каждого 
вещест ва в концентрации 5, 10, 15 и 20% активного веще-
ства в ниосомальном геле.

Величины диаметров зон задержки роста микроорганиз-
мов обрабатывались общепринятыми статистическими ме-
тодами: рассчитывали значения средней арифметиче-
ской (Х) и стандартного отклонения среднего (Sx). При 
оценке достоверности различий между сравниваемыми 
величинами применялся непараметрический критерий 
Манна-Уитни. Уровень достоверности различий принимал-
ся при р ≤ 0,05.
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Результаты и обсуждение 

Электронная микроскопия кремнийорганических ниосом 
позволила установить, что ниосомы – это нановезикулы раз-
мером 80–140 нм, состоящие из оболочки в виде нераство-
римого в воде двойного слоя неионогенного эмульгатора 
(ПАВ), представленного группой веществ – диметикон копо-
лиолов (эфиры полиэтиленгликоля и полидиметилсилокса-
новой основы), заключенного внутри капсулы активной 
фармацевтической субстанции. Толщина стенок ниосомы 
составила 3,33 нм. Диаметр резервуара для антифунгаль-
ных веществ составил до 12 нм (рис. 2). Молекулы поли-
диметилсилоксановой основы стенок везикул обладали 
эластичностью, что позволяет направленно высвобождать 
из нановезикул широкий спектр активных субстанций.

Это мы связываем с наличием функционально актив-
ных групп в молекуле 12 диметикона. Ковалентные связи Si-
O-Si в гидрофобной части молекулы полидиметилсилоксано-
вой основы обладают большой эластичностью и реакционной 
способностью, что позволяет осаждать атомы серебра на по-
верхности ниосом. Диметикон кополиолы представляют 

собой гибрид кремния (диметикона) и углерода (полиэти-
ленгликоля). СН3 – метильные группы образуют «облако» во-
круг атомов Si, что обеспечивает стабильность ниосом. 
Длина связи Si–O длиннее связи C–C, поэтому молекула 
ПЭГ – 12 диметикона эластичнее фосфолипидов, исполь-
зуемых при формировании везикул (липосом), и способна 
образовывать везикулы без значительных энергетических 
усилий. Длина связи Si–O 1,6 Å (длина связи аналогов ПАВ 
С–С 1,4 А), угол связи Si–O–Si составляет 130 градусов, в от-
личие от 109 градусов связи С–С–С. Связь Si–O–Si вращает-
ся и поэтому также обладает большой эластичностью.

Высвобождение антифунгальных веществ происходит по-
степенно при попадании их в липидную или фосфолипидную 
среду. Методом ВЖХ проведен количественный анализ со-
держания в крови антифунгальных веществ, при трансдер-
мальном применении ниосомальных гелей с антимикотика-
ми. Так, изучение фармакокинетики ниосомальных форм 
антифунгальных веществ показало, что концентрация 
в крови зависит от химических и биофизических свойств 
самих веществ и скорости взаимодействия ниосом с липид-
ными фазами (табл. 1, рис. 3).
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Рис. 1. Калибровочные кривые антифунгальных ниосомальных препаратов.

Рис. 2. Электронная микроскопия кремнийорганической ниосомы с включенным в нее амфотерицином.
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Так, амфотерицин – препарат, относящийся к антибиоти-
кам, хорошо растворим в воде и плохо растворим в липидах 
и органических растворителях. При трансдермальном его 
вве дении в крови появляется на 3-и сутки (табл. 1). Следо-
ва тельно, ниосомальную форму препарата хорошо исполь-
зовать для наружного применения. Этим мы предотвращаем 
негативное воздействие антибиотика на внутренние органы.

Трансдермальное введение ниосомального геля итрако-
назола обеспечивает максимальную концентрацию препара-
та в крови через 30 ч после его нанесения на поверхность 
кожи экспериментальных животных. Следует отметить, что 
при трансдермальном введении итраконазола высо кий уро-
вень его концентрации в крови отмечается на 48-й и 
54-й часы после нанесения ниосомальной формы противо-
грибкового вещества на кожу (табл. 1). Это свидетельствует 
о том, что при трансдермальном введении инкапсулирован-
ного в ниосомы итраконазола снижается частота его введе-
ния и, следовательно, количество вещества на курс лече-
ния. Данная методика введения итраконазола позволит 
снизить затраты на лечение больного, а самое главное, по-
бочные эффекты, в частности негативное влияние препара-
та на органы пищеварения.

При трансдермальном введении флуконазола его высо-
кая концентрация в крови достигается уже через 6 ч после 
нанесения препарата на кожу и сохраняется в течение 3 сут. 
Концентрация флуконазола в крови при этом остается на 
высоком уровне в течение 54 ч после нанесения на кожу 
(табл. 1). Это, на наш взгляд, связано со снижением его ме-
таболизации в печени, что также позволяет снижать количе-
ство препарата на курс лечения.

Таким образом, инкапсулирование антифунгальных пре-
паратов в ниосомы позволяет снизить побочные эффекты 

данных веществ, которые возникают при их введении други-
ми способами. Помимо этого, зная фармакокинетику ниосо-
мальных форм антифунгальных веществ, мы можем регули-
ровать высвобождение и поддержание терапевтических доз 
препарата в различных областях организма.

Изучение антифунгальной активности ниосомального 
геля с противогрибковыми веществами показало, что пре-
парат подавляет рост грибов. Так, в отношении Candida 
albicans зона задержки роста для ниосом с антифунгаль-
ным веществам амфотерицином в концентрации 5% со-
ставила 20,3 ± 0,11 мм. В концентрации 10% зона задерж-
ки роста составила 13,7 ± 0,12 мм. При содержании амфо-
терицина в ниосомальном геле в концентрации 15% зона 
задержки роста Candida albicans составила 28,8 ± 0,14 мм. 
Зона задержки роста составила для 20% опытного образ-
ца ниосомального геля 35,1 ± 0,16 мм. Согласно литера-
турным данным, амфотерицин, в зависимости от концен-
трации, обладает фунгицидной или фунгистатической ак-
тивностью. Механизм действия препарата включает в себя 
связывание с клеточными мембранами грибковых стеро-
лов и изменение их проницаемости. Препарат проявляет 
большую аффинность к эгостеролу, компоненту клеточных 
мембран грибков, по сравнению с холестеролом, компо-
нентом клеток млекопитающих, однако это не исключает 
возникновения побочных эффектов, связанных с аффин-
ностью к холестеролу. Известно, что препарат активен по 
отношению к Candida spp., Aspergillus fumigatus, Crypto-
coccus neoformans, Cocci dioides immitis, Sporotrix schenkii, 
Blastomyces dermatiditis, Rhodotorula spp., Mucor mucedo, 
Histoplasma capsulatum, Leishmania infantum. Липосомаль-
ная форма амфотерицина быстро поглощается печенью, 
откуда амфотерицин постепенно высвобождается и транс-
портируется в почки [12]. Инкапсулирование амфотери-
цина в кремнийорганические ниосомы позволит снизить 
его метаболизацию в печени и продлить терапевтическое 
действие.

Антифунгальная активность ниосом с итраконазолом для 
концентрации 5% проявлялась в зоне подавления роста диа-
метром 18,7± 0,05 мм (табл. 1, рис. 4). Для 10% препарата 
этот показатель был 25,2 ± 0,11 мм. Зона задержки роста 
Candida albicans 15% ниосомального геля итраконазола 
состав ляла 37,6 ± 0,28 мм и для 20% опытного образца 
препа рата зона задержки роста составила 43,1 ± 0,17 мм. 
Со гласно инструкции по применению данного препарата, 
механизм действия итраконазола связан с ингибированием 
синтеза эргостерола – важного компонента клеточной мем-
браны грибов. Препарат используется для лечения микозов, 
вызванных дерматофитами, дрожжами, аспергиллами и др. 
При применении итраконазола наблюдается целый ряд по-
бочных эффектов. Так, возможна гепатотоксичность, в том 
числе острая печеночная недостаточность. Для снижения 

Таблица 2. Исследование чувствительности Candida albicans диско-диффузионным методом к опытным образцам ниосомально-
го геля с антифунгальными веществами

Ниосомальные препараты Диаметр зоны задержки роста микроорганизма, мм (D ± d)*
5% 10% 15% 20%

C инкапсулированным амфотерицином 20,3 ± 0,11* 23,7 ± 0,12* 28,8 ± 0,14* 35,1 ± 0,16*
C инкапсулированным итраконазолом 18,7 ± 0,05* 25,2 ± 0,11* 37,6 ± 0,28* 43,1 ± 0,17*
C инкапсулированным флуконазолом 8,3 ± 0,02* 16,6 ± 0,08* 22,9 ± 0,21* 38,7 ± 0,29*

*p < 0,05 – в сравнении с контрольной группой.

Таблица 1. Содержание антифунгальных веществ в сыворотке 
крови экспериментальных животных
Время после нанесения 
препаратов, ч

Среднее значение AUC Концентрация, мкг/мл

АмфВ-1
6 0 –
24 0 –
30 0 –
48 0 –
54 0,206 0,04569

Итрак-2
6 0,0252 0,01932
24 0,4284 0,32851
30 3,6759 3,56742
48 3,0361 2,32818
54 3,2067 2,45900

Флук-3
6 0,0490 0,49696
24 0,0498 0,50507
30 0,0476 0,48280
48 0,0468 0,47465
54 0,0563 0,57099
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токсических эффектов препарата нами предлагается инкап-
сулирование его в ниосомы, что позволяет снижать его тера-
певтические дозы и режимы введения.

Зоны задержки роста Candida albicans составили 8,3 ± 
± 0,02 мм для 5% образца опытного препарата флукона-
зола, 16,6 ± 0,08 мм – для 10% ниосомального геля, 
22,9 ± 0,21 мм – для 15% опытного образца и 38,7 ± 0,29 мм – 
для 20% образца опытного ниосомального препарата флу-
коназола (табл. 1, рис. 4). Согласно инструкции по приме-
нению, при его приеме внутрь биодоступность препарата 
составляет 90%. Препарат лишь на 12% связан с белками, 
хорошо распределяется в органах и тканях: мокроте, моче, 
слюне, влагалище, цереброспинальной жидкости. До 70% 
препарата проникает через гематоэнцефалический барьер 
и накапливается в тканях мозга. Время полувыведения 
флуконазола равно 30 ч. До 80% препарата в неизменен-

ном виде экскретируется почками. Инкапсулирование 
флуко назола в кремнийорганические ниосомы позволит 
удлинить время полувыведения и негативное воздействие 
на почки.

Таким образом, нами установлено, что опытные образцы 
разработанных ниосомальных гелей с антифунгальными 
ве ществами обладали высокой антифунгальной активно-
стью in vitro. Повышение дозы содержания антифунгально-
го вещества в ниосомах выше 15% практически не сказы-
вается на их антифунгальной активности. Инкапсулирование 
антифунгальных веществ в модифицированные атомами 
серебра ниосомы увеличивает их противогрибковое дей-
ствие в результате взаимодействия электростатических 
сил, возникающих между обладающей отрицательным за-
рядом клеточной мембраной микроорганизмов и положи-
тельно заряженным поверхностным слоем ниосом при ад-

Рис. 3. Графики определения концентрации антифунгальных веществ в сыворотке крови.

Рис. 4. Зоны задержки роста Candida albicans вокруг диска, пропитанного опытными образцами ниосомального геля с антифун-
гальными веществами. 1 – флуконазол 5 мг/мл (чистые ниосомы), 2 – итраконазол 5 мл/мл (чистые ниосомы) 3 – итраконазол 10 мл/мл 
(чистые ниосомы), 4 – итраконазол 5 мг/мл (Ag – ниосомы), 5 – амфотерицин 10 мг/мл, 6 – итраконазол 10 мг/мл (Ag – ниосомы), 7– флуко-
назол 10 мл/мл (чистые ниосомы).
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сорбции серебра на функциональные группы Si–O–Si диме-
тикона. Кроме того, это может связано с ингибирующим 
воздействием серебра на ферменты дыхания микроорга-
низмов [13]. Согласно литературным данным, встраиваясь 
в реакционный центр ферментов, серебро изменяет функ-
циональную активность пептидогликанов. Атомы серебра 
способны инактивировать некоторые ферменты микроор-
ганизмов посредством связывания с тиольными группами 
с формированием сульфидов серебра. Атомы серебра 
также реагируют с амино-, карбокси-, фосфатно- и ими-
дазоль ными груп пами ферментов, ингибируя активности 
глюкозооксидазы, В-галак тозидазы, лактат-дегидрогеназы 
и глутатион-перо кси дазы, что приводит к нарушению мета-
болизма микроорганизмов [13]. Имеются также данные, 
свидетельствующие об образовании комплексов нуклеи-
новых кислот с серебром и другими тяжелыми металлами, 
в том числе с золотом, вследствие чего нарушаются про-
странственная структура ДНК и, как следствие этого, спо-
собность бактерий к делению [13]. Взаимодействие атомов 
серебра с клеткой носит комплексный многофакторный 
характер и не ограничивается лишь одним из перечислен-
ных выше механизмов, что увеличивает спектр для исполь-
зования модифицированных кремнийорганических ниосом. 
Инкапсулирование антифунгальных веществ как в чистые 
ниосомы, так и в модифицированные атомами серебра 
кремнийорганические ниосомы снижает их терапевтичес-
кие дозы и повышает антифунгальную активность, что при-
ведет к существенному снижению затрат на лечение и, 
глав ное, снизит побочные эффекты данных веществ на 
здо ровые органы и ткани.
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Ученые раскрыли тайну распространения генов устойчивости 

Выявление источника возникновения генов устойчивости к антибиотикам и способов их распространения сравнивают 
с поиском нулевого пациента при вспышке заболевания. Гипотеза о происхождении генов устойчивости от микроорга-
низмов, продуцирующих антибиотики, высказанная около 30 лет назад, все еще не получила прямого доказательства этой 
передачи.

Исследования, выполненные в Центре биологической устойчивости Novo Nordisk – DTU Biosustain (Технологический уни-
верситет Дании), впервые показали, что гены устойчивости к антибиотикам происходят из того же места, что и антибиоти-
ческие соединения, т.е. из группы почвенных бактерий Actinobacteria, продуцирующих более ¾ современных антибиотиков 
и одновременно несущих гены антибиотикоустойчивости.

Изучив последовательность ДНК вокруг генов устойчивости, ученые выяснили, что перенос генов устойчивости осущест-
вляется простым половым процессом с актинобактерией после чего она гибнет.

Этот перенос гена путем переноса назад может в принципе происходить, когда патогены вступают в контакт с актинобак-
териями, например, на животноводческой ферме или в почве, загрязненной необработанными больничными отходами. 
Таким образом, патоген может стать устойчивым и подвергнуть опасности жизни человека в процессе инфекции.

Механизм передачи осуществляется следующим образом.
1. Грамотрицательный патоген вводит свою ДНК в актинобактерии посредством конъюгации.
2. Внутри актинобактерий инъецированная ДНК рекомбинирует ДНК-хозяина, содержащую резистентные гены. После 

того, как Actinobacterium умирает, рекомбинантная ДНК высвобождается в окружающую среду.
3. Наконец, инъецированная ДНК может действовать как «склеивающая ДНК» и опосредовать поглощение гена устойчи-

вости обратно патогенам путем естественной трансформации.

Scientists solve 30-year old mystery on how resistance genes spread.
EurekAlert! Science News [Electronic resource].

 URL: https://www.eurekalert.org/pub_releases/2017-06/tuod-ss3061617.php (accessed: 05.07.2017).
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